Komlexni diagnostika
Duchennovy svalové dystrofie



KdyzZ jde do prvni tfidy, uz se velmi Spatné hybe, nema rovnovahu a hodné pada.
Nez vyjde z devitky, je trvale invalidni, pfipoutany na voziku.
A pfijimacek na vysokou se nejspis viibec nedozije.
Tak to vypada, kdyZ ma chlapec Duchennovu svalovou dystrofii.

Sestilety Daniel trpi svalovou dystrofii.
Je upoutan na voziku a jeho svalstvo postupné ochabuje.
Nad¢éje, Ze se chlapec dozije dospélosti, je velmi mala.

http:/ /zdravi.idnes.cz/zdravi_det.asprr=zdravi_deti&c=A060213_155355_zdravi_deti_ad



Duchennova svalova dystrofie

* geneticka choroba

* télo nemocneho pfi ni neni schopné produkovat
svalovou bilkovinu dystrofin

* dusledku toho zacnou svaly postupné ochabovat:
nejprve kosterni, pak dychaci a nakenec i stdce

° svetove nejrozsifenefsi forma svalove dystrofie
* postihne jednoho ze tfi tisic narozenych chlapct

* v Cesku je evidovano asi pét stovek nemocnych



Duchennova svalova dystrofie

poprve posana

Guillaume Benjamin Amand Duchenne
narozen. 17. zari 1806, Boulogne, Francie

zemrel 15. zari 1875, Pariz, Francie

 francouzsky neurolog

 popsal nékolik nervovych a svalovych poruch

*Aplikoval elektrody,za jejichz pomoci
se zjistoval prubéh stahovani
svalovych vilaken.

‘Vysetroval vSechny hlavni povrchni
svaly za pouziti elektrod

Byl schopen rozlisit normalni a
nenormalni svalovou reakci.




Beckerova svalova dystrofie
mirnejsi verze

° napor nemoci se projevi obvykle pozdéji (propuka
kolem desatého roku Zivota)

° progrese je pomalejsi

* prognozy hure predvidatelné

* u chlapct s timto typem nemoci sice t€lo dokaze
dystrofin vyrobit, ale pouze v malém mnozstvi a ve
spatné kvalité

» vyskytuje se u 1 chlapce z 18 000 narozenych

* jako prvni popsal némecky genetik
Peter Emil Becker v rtoce 1955



Duchennova svalova dystrofie

prubeh nemoci

° ptvni priznaky se projevi mezi 3. — 6. rokem
yivota  Zacnou pozdeji chodit

zvetsene lytkove svaly - hypertrofie

jsou nemotorni

casto padaji

nemohou poradne behat ¢i chodit do schodut

maji potize pfi vstavani ze zemc




Duchennova svalova dystrofie

Prubéh nemoci

* ve Skolnim véku

A vetsinou chodi po spickach, protoze maji drasticky
zkracené Achillovy slachy

meni se 1 drzeni téla, zada se prohybaji,
bficho se naopak vysunuje vpred




Duchennova svalova dystrofie

Prubéh nemoci

* do 13. let definitivné pfestanou chodit a jsou
odkazani na invalidni vozik
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vsechny aktivity, pfi kterych musi byt zapojeny

svaly rukou a nohou a trupu vyzaduji pomoc

" v—

* 20. narozeniny uz zpravidla neoslavi.



Duchennova svalova dystrofie

dédichost X-recesivni

DMD v 99,9% postihuje vylucné chlapce (ve vzicnych ptipadech mohou onemocnét dévcata)



Duchennova svalova dystrofie

r

dystrofinovy gen

Jeden z nejvétsich znamych lidskych genua 2,4 Mb
*79 exonu
*14 kb mRNA transkript

exrarese ve skeletalnim svalstvu a mozku
produkt —

Mutace
96% frameshift mutaci

60-70% rozsahlych deleci a duplikaci
30%, novych mutaci

10-20% novych mutaci jsou gonodalni mozaiky




Duchennova svalova dystrofie

Dystrofin
*427 kDa
Whole *sarkolemarni protein
Muscle spolecné s jinymi proteiny zajiSt’uje

spojeni extracelularni matrix a

Bundle of cytoplasmatického cytoskeletonu

muscle fibers

Mus cle fiber membrane
(location of dystrophin)

Muscle Cell
Memhbrane

Collagen Extraceitutar

ExtraciNgar matrix

Dystroglycans ey

Sarcolermnma
Intraceitular

Syntrophins

—— Dystrobrevin

Syncollin

dystrofin asociovany proteinovy komplex



Duchennova svalova dystrofie

Dystrofin

DMD pacienti
dystrofin fakticky chybi

oblasti chyb¢jiciho
dystrofinu u heterozygotua

normalni dystrofin dystrofin chybi

BMD pacienti
*10-40% normalniho mnozstvi dystrofinu
*produkce castecné funkcniho dystrofinu v alternativhim mnozstvi

Determinace kvantity a distribuce dystrofinu imunohistochemickym barvenim
svalovych biopsii

*muize potvrdit pfitomnost dystrofinopatie

sumoziuje diferenciaci mezi DMD a BMD

svysledek nemusi byt vZdy presny




Duchennova svalova dystrofie

Algoritmus molekularné genetického vysSetfeni

1. Detekce deleci DMD exonu v Aot spot oblastech dystrofinového genu
2. MLPA
3. Sekvenovani kodujicich oblasti DMD genu

4. Neptfima DNA dignostka



Duchennova svalova dystrofie
Detekce delece DMD exonii

Zakladni molekularné geneticka diagnostika
zalozZena
na detekci deleci DMD exonu v Aot spot oblastech dystrofinového genu

DMD hot spot oblasti
DMD exony 1 — 22
DMD exony 44 - 54

Provadéna multiplex PCR — amplifikace promotorové oblasti a 18 DMD exont




Duchennova svalova dystrofie
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4 sety multiplex PCR
Zkumavka 1 Zkumavka 2
Pm 535 pb exon 49 439 pb

exon 3 410 pb

exon 43 357 pb
exon 13 238 pb
exon 6 207 pb

exon 50 271 pb
exon 47 181 pb
exon 60 139 pb
exon 52 113 pb

Zkumavka 3

exon 19 459 pb
exon 8 360 pb
exon 4 196 pb

Zkumavka 4

exon 48 506 pb
exon 44 426 pb
exon 51 388 pb
exon 45 307 pb
exon 53 212 pb
exon 42 155 pb




Duchennova svalova dystrofie
Detekce delece DMD exonii

Multiplex PCR neodhali Zenu pfenasecku

pfenasecka neprenasSecka




Duchennova svalova dystrofie
MIPA

MRC-Holtand b.v.

MLPA®

Multiplex Ligation Probe
Amplification



Duchennova svalova dystrofie

MIPA

“Multiplex gene dosage analysis made easy”

Poprvé popsana: Schouten JP et al. (2002)
-Relative quantification of 40 nucleic acid sequences

by multiplex ligation-dependent probe amplification.
Nucleic Acids Res. Jun 15;30(12):e57.

*detekce aberantnich DNA sekvenci jednoduchym provedenim na zakladé PCR reakce
sminimum pouze 20 ng DNA
] .ze analyzovat degradovanou DNA
- extrahovanou z tkani v parafinovych bloccich
- extrahovanou z tkani ve formalinu
- volnou fetalni DNA zisknou z maternalni plasmy
*diskriminuje sekvence lisici se pouze v jednom nukleotidu
*determinuje metylacni status promotrii
*detekce znamych mutaci a SNP



Duchennova svalova dystrofie
MILPA

Pristroje

termocykler

DNA analyzator



Duchennova svalova dystrofie

MLPA
MLPA techniky
1. Denaturace
2. Hybridizace
3. Ligace
4. Amplifikace



Duchennova svalova dystrofie
MILPA

SALSA MLPA proby

Sgn’rhe’ric oligonucleotide M13-derived oligonucleotide
50-60 bp 60-450 bp

-

PCR primer sequence Y - PCR primer sequence X
~
\ 2 Stuffer sequence

e (different for each probe)
Hybridization sequence Hybridization sequence




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Hybridizace

1. MLPA probemix je pfidan k denaturovane genomicke
DNA

2. Dvé casti kazdé proby hybridizuji k odpovidajici sekvenci




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Ligace

3. Proby jsou ligovany termostabilni ligasou

5 Termostable riguz;e . Termostable Iiguzn




Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Amplifikace

4.  Par univerzalnich primeru je pouzit k amplifikaci vSech ligovanych
prob.
Amplifikacni produkt kazdé proby ma unikatni délku (130 —480 bp)
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Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Separace a kvantifikace kapilarni elektroforézou

Kazdy pik je
amlifikacni produkt
specifickeé proby
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Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Salsa MLPA Kit P034/P035 DMD/Becker

Detekuje delece a duplikace vSech exoni DMD genu

DMD muz
delece probé odpovidajici sekvence se projevuje absenci amplifikacniho produktu proby

DMD Zena prenasecka — heterozygot
30- 35% redukovana plocha piku amplifikacniho produktu pfislusné proby

Mutace/polymotfismy lezicich v mistech dosedani prob mohou také zpusobit redukci
plochy piku — deleci jednoho exonu nutné ovefit jinou metodou




Duchennova svalova dystrofie
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Duchennova svalova dystrofie

Pifenasedka delece exonu 8-41

Kontrola P34 P34
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Duchennova svalova dystrofie
MLPA

Priklad zapisu vysledku

Byla detekovana duplikace DMD exonu 2 dystrofinového genu,
c.263+?_347-?dup,
2.32948164+?_32948247->.

Tato duplikace porusuje Cteci ramec.

http://www.dmd.nl/ tam vlezte do DMD exonic deletions/duplications reading-frame checker 1.9



Duchennova svalova dystrofie
FISH

lokalizovat cilové nukleotidové sekvence
pi"imo v burikach (in situ).

Metoda FISH

je

zaloZena na schopnosti jednofetézcové DNA
sondy vazat komplementarni usek cilové DNA
fixované na mikroskopickém skle.



Duchennova svalova dystrofie

Zivot s dystrofii se podoba temnému tunelu, kde je lepsi nevidét konec.
Svétylek nadéje na 1écbu v ném blika malo.

Ale nyni se z temnoty tunelu ozvyva vesely psi stékot.




Duchennova svalova dystrofie
I.écba

Mesengioblasty

- kmenove bunky ziskané ze stén ceév krevniho obéhu

- schopné diferenciace na svalova vlakna a produkce dystrofinu

- Ctyfi z peti psu se postavili na nohy

- transplantované bunky pronikly do svalt v riznych castech téla,
zapojily se do nich a pomohly k napravé

- v nekterych svalech az 70% vlaken darcovského pavodu

Giulio Cossa, Nature, listopad 2006

Exon skipping
- AON (antisense oligonukleotid)

-zabranuje transkripci

pOSkOZCIlyCh exonu Transcription
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